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第1章 序論 
 
1-1. 腫瘍溶解性ウイルス療法 
 腫瘍溶解性ウイルス療法は、がん細胞に選択的に感染するウイルスを用いたがん
治療法であり、現在最も注目されているがん治療法の一つである（Reviewed in 
Kaufman et al., Nat Rev Drug Discov. 2015）。口唇ヘルペスや性器ヘルペスを引き起こ
す単純ヘルペスウイルス（HSV）、風邪や肺炎などを引き起こすレオウイルスやアデ
ノウイルス、麻疹を引き起す麻疹ウイルスなどの病原体として認識されているウイ
ルスや、天然痘のワクチンとして用いられるワクシニアウイルスなど様々なウイル
スが腫瘍溶解性ウイルスとして利用され、臨床開発が進められている（Puzanov et al., 
J Clin Oncol. 2016; Roulstone et al., Clin Cancer Res. 2015; Xia et al., Ai Zheng. 2004; 
Mader et al., J Transl Med. 2013; Cripe et al., Mol Ther. 2015）。現在までに HSV を基盤
とする腫瘍溶解性ウイルスが欧米で医薬品承認されるに至っている。 
 
1-2. 単純ヘルペスウイルス（HSV: herpes simplex virus） 
 HSV は直径約 200 nm の DNA ウイルスである（Grunewald et al., Science 2003）。
約 152 kb の二本鎖 DNA から成るウイルスゲノムは直径約 125 nm の正二十面体構
造のカプシドに内包されており、カプシドは宿主由来の脂質二重膜から成るエンベ
ロープに覆われている（Laine et al., Nat Commun. 2015）（図 1）。エンベロープとカ
プシドの間にはテグメントが存在し、エンベロープには約 10 種類の糖タンパク質
が表出している（Loret et al., J Virol. 2008）（図 1）。 
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 HSV はエンベロープに表出する糖タンパク質 B（gB）のリシン残基に富んだ領域
（pK 領域）および糖タンパク質 C（gC）のアルギニン残基に富んだ領域が宿主細胞
表面に存在するヘパラン硫酸プロテオグリカン（HSPG）に結合することにより宿主
細胞に可逆的に吸着する（Herold et al., J Virol. 1991; Lycke et al., J Gen Virol. 1991; 
Herold et al., J Gen Virol. 1994; Laquerre et al., J Virol. 1998）（図 2）。糖タンパク質 D
（gD）がその受容体である herpesvirus entry mediator（HVEM）もしくは nectin-1 に
結合すると gD に構造変化が生じる（Ligas et al., J Virol. 1988; Montgomery et al., Cell 
1996; Geraghty et al., Science 1998; Carfi et al., Mol Cell. 2001; Krummenacher et al., 
EMBO J. 2005）（図 2）。構造変化が生じた gD が糖タンパク質 H（gH）および糖タ
ンパク質 L（gL）のヘテロ二量体（gH/gL）を活性化し、gH/gL が gB を活性化する
ことにより gB がエンベロープと細胞膜を融合させ、侵入が成立すると考えられて
いる（Hutchinson et al., J Virol. 1992; Forrester et al., J Virol. 1992; Roop et al., J Virol. 
1993; Cai et al., J Virol. 1988）（図 2）。 
 
 
 gH/gLの受容体として αvβ6-integrin および αvβ8-integrinが報告されており（Gianni 
et al., PLoS Pathog. 2013）、gB の受容体としては paired immunoglobulin-like type 2 
receptor alpha（PILRα）、non-muscle myosin heavy chain IIA（NMHC-IIA）、non-muscle 
myosin heavy chain IIB（NMHC-IIB）、myelin-associated glycoprotein（MAG）が報告
されている（Satoh et al., Cell 2008; Arii et al., Nature 2010; Suenaga et al., Proc Natl Acad 
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Sci U S A. 2010; Arii et al., J Virol. 2015）gC は細胞内侵入の成立に必須ではない一方
で、gD、gB、gH、gL は細胞内侵入に必須である。 
 
 
 細胞内に侵入したカプシドは微小管に沿って核辺縁へと移行し、ウイルスゲノム
を核膜孔から核内へと注入する（Sodeik et al., J Cell Biol. 1997）（図 3）。ウイルスゲ
ノムが環化すると、細胞内侵入時に細胞内へと放出されたテグメントタンパク質の
ひとつである virion polypeptide（VP）16 が octamer binding protein 1（Oct1）および
host cell factor 1（HCF1）と複合体を形成し、前初期（α）遺伝子の発現を誘導する
（reviewed in Kristie et al., Biochim Biophys Acta. 2010）（図 3）。α遺伝子産物（α タン
パク質）は主にウイルスゲノムの複製に必要なタンパク質をコードする初期（β）遺
伝子群ならびに主にカプシドやテグメント、糖タンパク質などのウイルス構造タン
パク質をコードする後期（γ）遺伝子群の発現を誘導する（図 3）。β遺伝子産物（β
タンパク質）によりウイルスゲノムがローリングサークル機構で複製されると、複
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製されたウイルスゲノムは infected cell polypeptide（ICP）5 をはじめとする γ 遺伝
子産物（γ タンパク質）により構築されたカプシドへと内包される（図 3）。ウイル
スゲノムを内包するカプシドは、核内膜をエンベロープ（一次エンベロープ）とし
て一時的に獲得することにより核内外膜間に出芽し、一次エンベロープが核外膜と
融合することによりカプシドが細胞質へと移行する（図 3）。テグメントタンパク質
を獲得したカプシドはトランスゴルジネットワーク（TGN）において糖タンパク質
を表出する最終エンベロープを獲得し、細胞外へと放出された後に隣接する非感染
細胞へと伝播（細胞間伝播）する（図 3）。細胞間伝播においても細胞内侵入に必須
な 4 種類の糖タンパク質（gD、gB、gH、gL）が必須となる。 
 一般的に、複製した HSV の一部は細胞間隙へと一時的に放出され、隣接する細胞
を次々と殺傷しながら細胞間伝播していく（図 4）。gB、糖タンパク質 K（gK）、UL20、
UL24 のいずれかの遺伝子に syncytial 変異と呼ばれる点変異が生じた際には、感染
細胞と隣接する非感染細胞の細胞膜が直接融合するようになり、細胞間伝播様式が
多核巨細胞形成を伴う様式へと変化する（Bzik et al., Virology. 1984; Debroy et al., 
Virology 1985; Baines et al., J Virol. 1991; Tognon et al., Virus Res. 1991）（図 4）。 
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1-3. 腫瘍溶解性 HSV（oHSV: oncolytic HSV） 
 HSV は腫瘍溶解性ウイルスとして頻用されるウイルスの一つであり、1991 年に
がん治療に応用できることが見出されて以来、数多くの組換え腫瘍溶解性 HSV
（oHSV）が開発されてきた（Marutuza et al., Science 1991; reviewed in Peters and Rabkin., 
Mol Ther Oncolytics. 2015）。腫瘍溶解性ウイルスとして HSV を用いる利点について
以下に列挙し、概説する。 
① ウイルスの生活環に関する研究が進んでいる 
 腫瘍溶解性ウイルス療法では増殖性のウイルスを生体に投与するため、投与した
際に生体内で何が生じうるかをある程度予測できるウイルスの利用が望まれる。
HSV は古くからその存在が認められ、多くの研究がなされてきたウイルスの一つで
ある（Reviewed in Roizman and Whitley. Herpes 2001）。前項でも概説したように、ど
のような受容体を介して細胞に侵入し、どのような遺伝子がどのようなタイミング
で発現し、どのように増殖し、またその結果どのような病態を引き起こしうるかに
ついてよく理解されている。 
② 複数の外来遺伝子を搭載することが可能であり、迅速かつ正確な遺伝子改変法
が存在する 
 腫瘍溶解性ウイルスに利用されているウイルスのゲノムサイズはパルボウイルス
H1 の約 5 kb からワクシニアウイルスの約 190 kb まで様々である。ウイルスゲノム
が小さいほど遺伝子改変が容易で、コードされている遺伝子が少なく、遺伝子産物
の機能が明らかとなっていることが多い。一方で、ウイルスゲノムが大きいほど正
確な遺伝子改変が困難であり、コードされている遺伝子が多く、遺伝子産物の機能
が未解明であることが多い。しかしながら、ウイルスゲノムが大きいほどウイルス
の増殖に不要な遺伝子も多いため、それらの遺伝子を除去することにより新たに治
療遺伝子を挿入する余地が生じるという利点もある。例えば約 36 kb のウイルスゲ
ノムを有するアデノウイルスには約 7 kb の増殖に不必要な遺伝子が存在する一方
で、約 152 kb のウイルスゲノムを有する HSV には約 30 kb の増殖に不必要な遺伝
子が存在する（Longnecker et al. Viral vectors. 1988）。現在では HSV の遺伝子組換え
の方法として bacterial artificial chromosome（BAC）法が応用できるようになり、大
腸菌内で正確かつ簡便に HSV の遺伝子組換えを行うことが可能となった（Tanaka et 
al., J Virol. 2003; Tischer et al., Biotechniques 2006）。最近では clustered regularly 
interspaced short palindromic repeat（CRISPR）-CRISPR associated protein 9（Cas9）法
によるウイルス改変法が考案され、さらに迅速かつ正確な改変が可能となりつつあ
る（reviewed in Yuan et al., Viruses 2016）。 
③ 侵入に必要な受容体が様々な細胞に発現している 
 ほぼ全てのウイルスは細胞内に侵入する際に宿主受容体と結合する。そのため、
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腫瘍溶解性ウイルス療法では治療対象とするがん細胞がウイルス受容体を発現して
いる必要がある。HSV の受容体は様々な種類のがん細胞に発現するため、oHSV は
様々ながん種に適用可能である（Yu et al., Clin Cancer Res. 2005）。 
④ 正常細胞に対する毒性を減弱させる改変が可能である 
 ウイルス受容体はがん細胞だけでなく正常細胞にも発現するため、正常細胞にお
ける複製を減弱させる改変が必須となる。現在開発が進んでいる oHSV のほとんど
が非分裂細胞におけるウイルス DNA の合成に必要なリボヌクレオチド還元酵素の
大サブユニットをコードする ICP6 もしくは神経毒性因子である ICP34.5 の片方も
しくは両方を欠失しており、これらの遺伝子の欠失により正常細胞での複製を減弱
させることが可能である（Goldstein et al., J Virol. 1988; Chou et al., Science 1990）。ま
た、microRNA の応答配列をウイルス複製に必須な遺伝子の下流に挿入することに
より特定の細胞での複製能を減弱させることも可能である（Mazzacurati et al., Mol 
Ther. 2015） 
⑤ ウイルスゲノムが宿主細胞の染色体に組み込まれない 
 ウイルスの種類によってはウイルスゲノムが宿主細胞の染色体に組み込まれる。
この性質は特定の遺伝子の機能不全に起因する遺伝子疾患に対する治療用ベクター
としてウイルスを用いる際には利点として挙げられる。一方で、新たながん細胞を
生じさせる原因となりうるため、腫瘍溶解性ウイルスとして用いるウイルスはウイ
ルスゲノムが宿主染色体に組み込まれないタイプのウイルスであることが望まれる。
HSV は核内で複製するものの、宿主のゲノムに取り込まれないことが明らかとなっ
ている。 
⑥ 抗 HSV 薬が存在する 
 ウイルスが複製する際には一定の割合でウイルスゲノム中に変異が生じる。腫瘍
溶解性ウイルス療法では増殖型ウイルスを用いるため、遺伝子改変により弱毒化し
たはずのウイルスが複製する過程で復帰突然変異もしくは遺伝子内サプレッサー
突然変異により毒性を再獲得してしまい、思わぬ副作用が生じることが危惧される。
そのため、そのような場合に治療を中断する方法が存在することが望まれる。HSV
は抗ウイルス薬としてアシクロビルやガンシクロビル等が一般的に利用されてお
り、これらの抗 HSV 薬を投与することにより治療を中断することが可能である。 
 現在までに 9 種類の制限増殖型 oHSV が臨床試験に進んでおり、その中の１つは
進行性の悪性黒色腫に対する第Ⅲ相試験において一部有効性が認められ、腫瘍溶解
性ウイルスとして欧米で初めて医薬品承認された（Andtbacka et al., J Clin Oncol. 
2015; Andtbacka et al., Ann Surg Oncol. 2016）。これらの臨床試験結果から oHSV の高
い安全性が確認されている一方で、有効性については改善の余地が残されていると
考えられている（Harrow et al., Gene Ther. 2004; Markert et al., Mol Ther. 2009）。 
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1-4. syncytial 変異導入型 oHSV 
 in vitro において syncytial 変異を有する HSV は syncytial 変異を有さない HSV と
比較して大きなプラークをしばしば形成することから、感染細胞において多核巨細
胞を形成する syncytial 変異導入型 oHSV の有用性が検討されてきた。Fu らは、臨
床開発中の制限増殖型 oHSV のひとつであり、ICP34.5 および ICP6 を欠失する G207
に Bromodeoxyuridine（BrdUrd）を用いてランダムに変異を導入することにより、in 
vitro において多核巨細胞を形成する Fu-10 を開発した（Fu et al., Cancer Res. 2002）。
Fu-10 はヒト乳がん細胞株の肺転移ゼノグラフトモデル対して G207 よりも高い抗
腫瘍効果を発揮した（Fu et al., Cancer Res. 2002）。また、同グループは ICP34.5 を欠
失する制限増殖型 oHSV（Baco-1）に BrdUrd を用いてランダムな変異を導入するこ
とにより、in vitro において多核巨細胞を形成する亜株を単離し、その亜株に細胞融
合活性を持つ gibbon ape leukemia virus の融合誘導性膜糖タンパク質（GALV.fus）を
外来遺伝子として搭載させた oHSV（Synco-2D）を開発した（Nakamori et al., Clin 
Cancer Res. 2003）。Synco-2D はヒト前立腺がん細胞株およびマウス乳がん細胞株の
同所移植モデルに対して、Baco-1 に GALV.fus を搭載させた oHSV（Synco-2）より
も高い抗腫瘍効果を示した（Nakamori et al., Prostate. 2004; Nakamori et al., Mol Ther. 
2004）。Israyelyan らは、臨床開発中の制限増殖型 oHSV のひとつである NV1020 と
類似した遺伝子改変を施した oHSV（Onc）と gB に syncytial 変異を有する HSV を
共感染させることにより、gB に syncytial 変異を有するキメラ oHSV（OncSyn）を作
製した（Israyelyan et al., Hum Gene Ther. 2007）。同グループは BAC 法を用いた部位
特異的変異導入により OncSyn の gK に syncytial 変異を導入した oHSV（OncdSyn）
を作製した（Israyelyan et al., Virol J. 2008）。これらの syncytial 変異導入型 oHSV は
マウスおよびヒト乳がん細胞株の皮下腫瘍モデルに対して抗腫瘍効果を発揮した
（Israyelyan et al., Hum Gene Ther. 2007; Israyelyan et al., Virol J. 2008）。Takaoka らは
ICP34.5 を欠失する制限増殖型 oHSV（R849）と gB に syncytial 変異を有する HF 株
を共感染させることにより、ICP34.5 を欠失し、syncytial 変異を有するキメラ oHSV
（RH2）を作製した（Takaoka et al., Virol J. 2011）。RH2 はヒトおよびマウス扁平上
皮がんの皮下移植モデルに対して抗腫瘍効果を発揮した（Takaoka et al., Virol J. 2011; 
Meshii et al., Cancer Gene Ther. 2013）。 
 以上の 5 種類の多核巨細胞形成型 oHSV がこれまでに開発されてきたが、これら
のウイルスのうち腫瘍においても多核巨細胞を形成していることが示された例は
RH2 のみと限定的である（Takaoka et al., Virol J. 2011）。また、RH2 のゲノム配列情
報から、syncytial 変異を含む領域の他にも様々な領域で相同組換えが生じており、
その一例においても腫瘍における多核巨細胞形成の責任遺伝子が syncytial 変異で
あるか否かは厳密には証明されていない（Takahashi et al., J Gen Virol. 2013）。 
 10 
1-5. 受容体標的化 oHSV（RR-oHSV: receptor-retargeted oHSV） 
 制限増殖型 oHSV は ICP6 や ICP34.5 の欠失により正常細胞における複製が制限
されている一方で、これらの改変に伴いがん細胞における複製効率も減弱してしま
っている（Todo et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2001）。このジレンマを克服するため
に、我々の研究グループを含む複数のグループは HSV の正常細胞への感染を複製
の段階ではなく侵入の段階で制御する受容体標的化 oHSV（RR-oHSV: receptor-
retargeted oHSV）を開発した。具体的には細胞内侵入に必須である gD と HVEM お
よび nectin-1 の結合を不能とし、新たな受容体となる標的分子に結合するためのリ
ガンドもしくは単鎖抗体を gD もしくはその他の細胞内侵入に必須の糖タンパク質
に挿入することにより、標的分子を発現する細胞にのみ侵入可能とした（Zhou et al., 
Proc Natl Acad Sci U S A. 2006; Gatta et al., PLoS Pathog. 2015; Petrovic et al., PLoS Pathog. 
2017）。gD の標的化方法について概説する。 
 Zhou らは gD の 34 番目のアミノ酸をバリンからセリンに変異させ、1 番目から
32 番目までのアミノ酸をインターロイキン 13（IL13）に置換することにより IL13
受容体（IL13R）を発現する細胞に侵入する HSV を開発した（Zhou et al., Proc Natl 
Acad Sci U S A. 2006）。Menotti らは gD の 6 番目から 38 番目のアミノ酸もしくは 61
番目から 218 番目のアミノ酸を human epidermal growth factor receptor 2（HER2）に
対する単鎖抗体と置換することにより HER2 を発現する細胞に特異的に侵入する
HSV（HER2 標的化 oHSV）を開発した（Menotti et al., J Virol. 2008; Menotti et al., Proc 
Natl Acad Sci U S A. 2009）。我々の研究グループは gD の 38 番目のアミノ酸をチロシ
ンからシステインに変異させ、2 番目から 24 番目のアミノ酸を epidermal growth 
factor receptor（EGFR）、carcinoembryonic antigen（CEA）、epithelial cell adhesion molecule
（EpCAM）に対する単鎖抗体と置換することにより様々な分子を標的しうる RR-
oHSV プラットフォームを開発した（Uchida et al., Mol Ther. 2013; Shibata et al., Gene 
Ther. 2016）（図 5）。 
 EpCAM 標的化 oHSV は細胞間伝播する際にも EpCAM の発現を必要としたこと
から、我々の研究グループが開発した RR-oHSV は細胞内侵入の段階だけでなく細
胞間伝播の段階も厳密に制御されていることが期待される（Shbata et al., Gene Ther. 
2016）。EGFR 標的化 oHSV および EpCAM 標的化 oHSV はそれぞれの標的分子を発
現するヒトがん細胞株のマウス異種移植モデルに対して抗腫瘍効果を発揮する一方
で、腫瘍を完全に退縮させるには至らなかったことから、抗腫瘍効果をさらに増強
する余地が残されていることが示唆された（Uchida et al., Mol Ther. 2013, Shibata et 
al., Gene Ther. 2016）。 
 11 
 
1-6. syncytial 変異導入型 RR-oHSV 
 最近、我々の研究グループは BAC 法を用いた部位特異的変異導入により gB およ
び gK に syncytial 変異（gB:R858H および gK:A40T）を導入した RR-oHSV を作製し
た。syncytial 変異を導入した RR-oHSV は in vitro において標的とする分子の種類に
よらず様々ながん細胞株において多核巨細胞を形成した（Okubo et al., J Virol. 2016）。
syncytial 変異の導入により RR-oHSV に多核巨細胞形成能を付与したとしても、細
胞内侵入および細胞間伝播における標的分子依存性が喪失することはなかった
（Okubo et al., J Virol. 2016）。また、syncytial 変異を導入した RR-oHSV は親株の RR-
oHSV よりも大きなプラークを形成し、がん細胞に対して高い殺傷能を示した
（Okubo et al., J Virol. 2016）。これらの結果から、syncytial 変異の導入は RR-oHSV の
安全性を損なうことなく有効性を増強する方法であることが期待される。 
 
1-7. 本研究の目的 
 syncytial 変異の導入は oHSV の有効性を増強させる方法として有用であることが
期待される一方で、syncytial 変異のみを導入することにより腫瘍において多核巨細
胞を形成するようになるか否かについては厳密には証明がなされていない。また、
腫瘍における多核巨細胞の形成がウイルス受容体の種類に依存するか否かについて
も明らかになっていない。そのため、syncytial 変異を導入することにより、本来の
HSV 受容体とは異なる分子を標的とする RR-oHSV に対して、腫瘍における多核巨
gD
Detargeting Retargeting
N CgD
D2-24
Y38C
HVEM
nectin-1
5. oHSV
gD gD 2 24 HVEM 38
nectin-1
gD oHSV
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細胞形成能を付加させることが可能か否かについても解明されていない。 
 本研究では、部位特異的変異導入により syncytial 変異のみを RR-oHSV に導入し
たウイルスおよびその親株の腫瘍における多核巨細胞形成能をその親株と比較検
討することにより（i）oHSV に syncytial 変異のみを導入することにより腫瘍におい
て多核巨細胞を形成するようになるか否か（ii）腫瘍における多核巨細胞の形成が
ウイルス受容体の種類に依存するか否かを解明することを目的とした。 
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第2章 実験結果 
 
2-1. syncytial 変異を導入した EGFR 標的化 oHSV（KGNE-BhKt）は親株の
EGFR 標的化 oHSV（KGNE）と同程度の効率でがん細胞株に侵入した 
 本研究では HSV の細胞内侵入に必須である gD に本来の受容体との結合能を欠
失させるための変異ならびに標的化のための抗 EGFR 単鎖抗体を導入した KGNE
を用いた。KGNE は細胞内侵入効率を増強するための変異が導入された gB を発現
し、レポーター遺伝子として enhanced green fluorescent protein（EGFP）の発現カセ
ットを搭載している（Uchida et al., J Virol. 2010; Shibata et al., Gene Ther. 2016）。KGNE
の gBおよび gKに既知の syncytial変異を 1つずつ導入したウイルス（KGNE-BhKt）
（Okubo et al., J Virol. 2016）と KGNE を比較することにより syncytial 変異の導入に
よる影響を検討することとした。in vivo における多核巨細胞形成能を検討する細胞
として、がん細胞を用いた。 
 まず初めに、KGNE-BhKt が KGNE と同様にがん細胞に侵入するか否かを entry 
assay にて検討した。ウイルスを感染させてから 6 時間後における EGFP のシグナル
を指標に細胞内侵入の成立の有無を評価したところ、KGNE および KGNE-BhKt を
感染させた細胞において同程度の GFP 陽性細胞が認められた。この結果から、
KGNE-BhKt は KGNE と同程度の効率でがん細胞に侵入することが確認できた。 
 
2-2. KGNE-BhKt はがん細胞において多核巨細胞形成を伴うプラークを形成した 
 がん細胞における KGNE の細胞間伝播様式が syncytial 変異の導入により多核巨
細胞形成を伴う様式へと変化するか否かを検討するために、KGNE および KGNE-
BhKt のがん細胞におけるプラーク形態を plaque formation assay にて確認した。抗
HSV 膜糖タンパク質抗体を用いた免疫染色により細胞膜表面を赤色標識したとこ
ろ、KGNE は一つ一つの細胞が丸くなる細胞変性効果を伴うプラークを形成した一
方で、KGNE-BhKt は複数の細胞の細胞膜が融合した多核巨細胞を形成した。これら
の結果から、in vitroにおいて、がん細胞におけるKGNEの細胞間伝播様式は syncytial
変異の導入により多核巨細胞形成を伴う様式へと変化することが確認できた。 
 
2-3. KGNE-BhKt を投与した腫瘍において多核巨細胞形成が認められた 
 KGNEならびにKGNE-BhKtの腫瘍における多核巨細胞形成能を検討するために、
がん細胞を免疫不全マウスに移植し、PBS、KGNE ならびに KGNE-BhKt を投与し
た。投与後に腫瘍を切除し、腫瘍切片の HE 染色を施行した。腫瘍における細胞の
形態を観察したところ、KGNE を投与した腫瘍において、PBS を投与した腫瘍内に
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は認められなかった風船様変性や核内封入体の形成などの細胞変性が認められた。
これらの細胞変性は HSV が感染した組織において認められることが報告されてお
り、核内封入体は封入体が核内を満たす full 型と封入体の周囲に halo を伴う Cowdry 
A 型に分類される（Feiden et al., Arch A Pathol Anat Histopathol. 1984）。PBS を投与し
た腫瘍ならびに KGNE を投与した腫瘍において多核巨細胞は認められなかった一
方で、KGNE-BhKt を投与した腫瘍において多核巨細胞が認められた。 
 
2-4. 腫瘍において認められた多核巨細胞は HSV タンパク質を発現した 
 腫瘍において認められた多核巨細胞が KGNE-BhKt が感染した細胞であるか否か
を検討するために、多核巨細胞における HSV タンパク質の発現を免疫組織化学染
色にて解析した。KGNE-BhKt を投与したがん細胞の腫瘍の連続切片を HE 染色なら
びに抗 HSV タンパク質抗体を用いた免疫組織化学染色した結果、多核巨細胞を形
成する細胞において HSV タンパク質の発現が認められた。これらの結果から、
KGNE-BhKt を投与した腫瘍において認められた多核巨細胞は KGNE-BhKt が感染
した細胞であることが強く示唆された。 
 
2-5. KGNE-BhKt は他のがん細胞の腫瘍においても多核巨細胞を形成した。 
 KGNE-BhKt が異なる EGFR 陽性がん細胞株の腫瘍においても多核巨細胞を形成
しうるか否かを検討するために、in vitro において KGNE-BhKt が多核巨細胞を形成
する別のがん細胞株を移植したマウスに対して PBS、KGNE ならびに KGNE-BhKt
を投与し、投与後の腫瘍切片の HE 染色を施行した。腫瘍における細胞の形態を観
察したところ、KGNE を投与した腫瘍において、PBS を投与した腫瘍において認め
られなかった核内封入体の形成を伴う細胞変性が認められた。一方で、KGNE-BhKt
を投与した腫瘍内においてのみ多核巨細胞が認められた。 
 さらに別のがん細胞株の腫瘍に対しても同様の検討を行った結果、これまでの検
討と同様に KGNE-BhKt を投与した腫瘍においてのみ多核巨細胞形成が認められた。 
 以上の結果から、oHSV に syncytial 変異のみを導入することにより腫瘍において
多核巨細胞を形成するようになることが強く示唆された。 
2-6. syncytial 変異を導入した EpCAM 標的化 oHSV（KGNEp-BhKt）も腫瘍におい
て多核巨細胞を形成した 
 腫瘍における多核巨細胞の形成がウイルス受容体の種類に依存するか否かを検討
するために、EpCAM 標的化 oHSV（KGNEp）および syncytial 変異を導入した KGNEp
（KGNEp-BhKt）の腫瘍における多核巨細胞形成能を検討した。 
 検討する細胞として、EGFR 標的化 oHSV の検討で用いた細胞とは異なるがん細
胞を用いた。がん細胞を移植した免疫不全マウスに PBS、KGNEp ならびに KGNEp-
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BhKt を投与した。投与後に腫瘍を切除し、腫瘍切片の HE 染色を施行した。腫瘍に
おける細胞の形態を観察したところ、KGNEp を投与した腫瘍において、PBS を投与
した腫瘍内には認められなかった核内封入体の形成を伴う細胞変性が認められた。
PBSおよびKGNEpを投与した腫瘍において多核巨細胞は認められなかった一方で、
KGNEp-BhKt を投与した腫瘍においては多核巨細胞が認められた。 
 以上の結果から、腫瘍における多核巨細胞形成は本来の HSV 受容体ではない分
子を介しても生じることが明らかとなった。すなわち、標的とする分子の種類に関
わらず、RR-oHSV に対して腫瘍における多核巨細胞形成能を付加させることが可能
であることが強く示唆された。  
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第3章 考察 
 
 本研究では、BAC法を用いた部位特異的変異導入により syncytial変異（gB:R858H、 
gK:A40T）のみを導入した RR-oHSV とその親株の腫瘍における多核巨細胞形成能
を直接比較することにより、syncytial 変異を導入した RR-oHSV のみ複数のヒトが
ん細胞株の腫瘍において多核巨細胞を形成することを明らかとした。この結果から、
syncytial 変異のみの導入により様々な腫瘍において多核巨細胞を形成するようにな
りうることが強く示唆された。また、EpCAM を標的とした場合にも EGFR を標的
とした場合と同様に、syncytial 変異を導入した RR-oHSV のみ腫瘍において多核巨
細胞を形成することを明らかとした。標的とする受容体の種類によらず、syncytial
変異の導入により腫瘍における細胞間伝播様式が多核巨細胞形成を伴う様式へと変
化したことから、syncytial 変異は様々な分子を標的とする RR-oHSV だけでなく本
来の gD 受容体を介して細胞内侵入・細胞間伝播する制限増殖型 oHSV にも適用可
能であることが示唆された。 
 腫瘍内に存在する細胞外基質や間質細胞は oHSV の腫瘍内伝播を妨げうる
（McKee et al., Cancer Res. 2006）。間質細胞は野生型 HSV の感染を許容する一方で、
制限増殖型 oHSV の感染に対しては抵抗性を示す（Passer et al., Gene Ther. 2009）。間
質細胞が制限増殖型 oHSV に対して抵抗性を示す原因として、正常細胞における効
率の良いウイルス複製に必要な ICP34.5 や ICP6 の欠失による複製能の低下があげ
られる。現在までに開発されている全ての syncytial 変異導入型 oHSV は、正常細胞
に対する毒性を減弱させるために ICP34.5 を少なくとも 1 コピー欠失している（Fu 
et al., Cancer Res. 2002; Nakamori et al., Clin Cancer Res. 2003; Islayelyan et al., Hum Gene 
Ther. 2007; Islayelyan et al., Virol J. 2008; Takaoka et al., Virol J. 2011）。腫瘍においてが
ん細胞に感染した syncytial 変異導入型 oHSV は膜融合を伴う様式で伝播し、多核巨
細胞を形成することが期待される一方で、がん細胞だけでなく間質細胞などの正常
細胞も融合に巻き込むことが予想される。一般に、正常細胞はウイルス感染に対し
て抵抗性を示すため、正常細胞を融合に巻き込んだ際には伝播効率が次第に減弱す
ることが予想される。syncytial 変異導入型 G207 亜株の Fu-10 は非分裂期のヒト胎
生線維芽細胞においてほとんど複製しないことが in vitro の実験系で確認されてい
るいることから、制限増殖型の syncytial 変異導入型 oHSV が腫瘍においてがん細胞
と正常細胞を融合させた際にはウイルス複製が停止もしくは著しく減弱することに
より細胞間伝播が停滞しうる（Fu et al., Cancer Res. 2002）。一方で、syncytial 変異を
導入した RR-oHSV は標的分子を発現しない細胞には細胞間伝播しないことが in 
vitro において確認されている（Okubo et al., J Virol. 2016）。syncytial 変異を導入した
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RR-oHSV が in vivo においても標的分子を発現するがん細胞のみに伝播する場合に
は、がん細胞同士が接触しているかぎり伝播し続けることが期待される。本研究に
おいて検討に用いた全てのがん細胞株の腫瘍において syncytial 変異導入型 RR-
oHSV が多核巨細胞を形成したこともその期待に矛盾しない結果である。 
 本研究では重度複合免疫不全マウスモデルを用いて検討しているため、免疫系に
よる影響を排除した条件下における結果であることに留意する必要がある。ウイル
ス感染細胞が免疫系により速やかに排除される一方で、HSV の細胞間伝播は抗 HSV
抗体の存在により阻害されないことや、腫瘍内投与による治療効果は抗 HSV 抗体
の有無に影響を受けないことも報告されている（Cocchi et al., J Virol. 2000; Herrlinger 
et al., Gene Ther. 1998）。そのため、免疫不全下だけでなく、免疫応答下における多核
巨細胞形成能も検討する必要がある。 
 syncytial 変異の導入の有用性を明らかにするためには syncytial 変異のみの導入に
より抗腫瘍効果が増強されるか否かについて検討する必要がある。本研究において、
syncytial 変異の有無により腫瘍における伝播様式が変化することが確認できた RR-
oHSV を用いることにより、この問いに対する回答を得られることが期待される。 
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第4章 材料・方法 
 
4-1. 細胞 
 Vero-EpCAM 細胞（ヒト EpCAM 発現 Vero 細胞） 
ヒト EpCAM を安定発現するサル腎臓細胞株 Vero（ATCC CCL-81）の亜株（Shibata 
et al., Gene Ther. 2016）。ダルベッコ変法イーグル培地（DMEM；Thermo Fisher 
Scientific）に 5%量の fetal bovine serum（FBS; Tissue Culture Biologicals）、1%量の
ペニシリン（100 units/mL）-ストレプトマイシン（100 µg/mL）混合液（Thermo Fisher 
Scientific）を加えた培地にピューロマイシン（Thermo Fisher Scientific）を終濃度
が 4 μg/mL となるように加えて培養した。 
 がん細胞株 
DMEM に 10%量の FBS、1%量のペニシリン（100 units/mL）-ストレプトマイシン
（100 µg/mL）混合液を加えた培地あるいはロズウェルパーク記念研究所 1640 培
地（RPMI1640；Thermo Fisher Scientific）に 10%量の FBS、1%量のペニシリン（100 
units/mL）-ストレプトマイシン（100 µg/mL）混合液を加えた培地を用いて培養し
た。 
 
4-2. ウイルス 
 KGNE 
EGFR 標的化 oHSV。サイトメガロウイルス前初期プロモーター制御下で EGFP を
発現する。細胞内侵入増強変異（gB:D285N/A549T）を有する（Uchida et al., J Virol. 
2010）。gD の 2 番目から 24 番目のアミノ酸が抗 EGFR 単鎖抗体と置換されてお
り、38 番目のアミノ酸がチロシンからシステインに変異している（Shibata et al., 
Gene Ther. 2016）。 
 KGNEp 
EpCAM 標的化 oHSV。変異 gD に挿入されている単鎖抗体が抗 EpCAM 単鎖抗体
である点のみ KGNE と異なる（Shibata et al., Gene Ther. 2016）。 
 KGNE-BhKt 
syncytial 変異導入型 EGFR 標的化 oHSV。gB および gK にそれぞれひとつずつの
syncytial 変異（gB:R858H および gK:A40T）が導入されている点のみ KGNE と異
なる（Okubo et al., J Virol. 2016）。 
 KGNEp-BhKt 
syncytial 変異導入型 EpCAM 標的化 oHSV。変異 gD に挿入されている単鎖抗体が
抗EpCAM単鎖抗体である点のみKGNE-BhKtと異なる（Okubo et al., J Virol. 2016）。 
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4-3. ウイルス力価測定 
 単層培養した Vero-EpCAM 細胞に、5% FBS 添加 DMEM を用いて 10 分の 1 ずつ
段階希釈したウイルス液を加え、37 ℃の CO2インキュベーターにて 2 時間インキュ
ベートした。1% メチルセルロース（Wako）を含有する DMEM を加え、インキュ
ベート開始から 48 時間後まで 37 ℃の CO2インキュベーターにて培養し、形成され
たプラーク数を数えることにより各ウイルスストックのプラーク形成単位（pfu）濃
度（pfu/mL）を求めた。独立した 3 回のウイルス力価測定の結果の平均値をそれぞ
れのウイルスストックの pfu 濃度として実験に使用した。 
 
4-4. Entry assay 
 単層培養したがん細胞に各ウイルスを感染多重度（pfu/cell）が 0.3、3、30 となる
ように 37 ℃で 2 時間感染させた。培地を加えた後に 37 ℃でさらに 4 時間インキュ
ベートし、4% パラホルムアルデヒド（PFA；Wako）により固定した。EGFP の蛍光
画像は蛍光顕微鏡 BZ-X700（KEYENCE）を用いて取得した。 
 
4-5. Plaque formation assay 
 単層培養したがん細胞に各ウイルスを 30 pfu となるように 37 ℃で 2 時間感染さ
せた。1% メチルセルロースを含有する培地を加えた後に 37 ℃でさらに 34 時間イ
ンキュベートした。無血清 DMEM を用いて希釈（1:400）したマウス抗 HSV 糖タン
パク質抗体を加えて室温で 1 時間インキュベートした。4% PFA を加えて室温で 30
分インキュベートすることにより固定した。10% ウマ血清（Thermo Fisher Scientific）
を含むリン酸緩衝生理食塩水（PBS；Sigma）を加えて 37 ℃で 1 時間インキュベー
トした後に、1% ウマ血清を含む PBS で希釈（1:400）した Cy3 標識ヒツジ抗マウス
IgG ポリクローナル抗体（Sigma）を加えて室温で１時間インキュベートした。EGFP、
Cy3 の蛍光画像は BZ-X700 を用いて取得した。 
 
4-6. 動物実験 
 全ての動物実験は東京大学の動物実験専門委員会に承認されており、東京大学動
物実験実施規則および東京大学動物実験実施マニュアルを遵守した方法にて施行し
た。7 週齢、雌の重度複合免疫不全マウスに Hanks’ balanced salt solution（Thermo Fisher 
Scientific）に懸濁した各種がん細胞株を 107個/100 μL ずつ移植した。腫瘍体積の平
均値が約 300-400 mm3に達した時点で腫瘍体積の平均値が近似するようにマウスを
グルーピングし、PBS および PBS に懸濁した 1×107 pfu の各ウイルスを投与した。
マウスを安楽死させた直後に腫瘍を回収し、10% 中性緩衝ホルマリン液（Wako）を
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用いて室温で 48 時間インキュベートすることにより固定した。腫瘍体積は（長径×
短径２）/2 の計算式で求めた（Tomayko et al., Cancer Chemother Pharmacol. 1989） 
 
4-7. HE 染色ならびに免疫組織化学 
 ホルマリン固定した腫瘍を密閉式自動固定包埋装置 ETP-150CV（サクラファイン
テックジャパン）を用いてパラフフィン（純正化学）に包埋した。3〜4 μm 厚にな
るようにミクロトーム CTM-180（サクラファインテックジャパン）を用いて薄切し、
未染色切片を作製した。切片をキシレン（Wako）、エタノール（Wako）、水の順に洗
浄することにより脱パラフィン・親水化した。HE 染色では切片にヘマトキシリン
3G（サクラファインテックジャパン）を加え、室温で 5 分間インキュベートした後
に、エタノール（Wako）を用いて 3 分の 1 に希釈したピュア・エオシン（武藤化学）
を加え、室温で 2 分間インキュベートした。免疫組織化学では切片に pH 6.0 に調整
した 10 mM クエン酸ナトリウム緩衝液（Wako）を加え、121 ℃で 10 分間オートク
レーブし、翌日まで放置した。0.3% H2O2水溶液（Wako）中で室温、5 分間インキュ
ベートすることにより内因性のペルオキシダーゼ活性を不活化した。4% ブロック
エース（DS ファーマバイオメディカル、大阪）を用いて室温で 10 分間インキュベ
ートすることによりブロッキングした。4% ブロックエースで希釈（1:100）したマ
ウス抗 HSV 抗体を加え、37 ℃で 2 時間インキュベートした。マウス用の HRP 標識
EnVision + ポリマー試薬（Agilent、Palo Alto）を加え、37 ℃で 30 分間インキュベ
ートし、DAB+（Agilent）を用いたペルオキシダーゼ法による発色を行った。水洗後、
ヘマトキシリン 3G を加え、室温で 5 分間インキュベートすることにより対比染色
した。HE 染色および免疫組織化学により染色した切片はエタノール用いた脱水お
よびキシレンを用いた透徹を行い、マリノール（武藤化学）を用いて封入した。画
像は BZ-X700 を用いて取得した。 
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 同研究室の内田宏昭先生には科学の世界に足を踏み入れてから約 6 年間にわたり
多大なるご指導を賜り、科学の面白さをご教授いただきました。 
 同研究室の溝手雄先生、植松美影先生には日頃からご指導、ご助言を賜りました。 
 同研究室の同期の池田瞳さん、柴田智子さんには約 6 年間にわたり様々な部分で
支えていただきました。 
 同研究室の後輩の遠藤あゆみさんには本研究に関わる全ての動物実験にご協力い
ただきました。 
 同研究室の皆様には研究が滞りなく進むよう細やかな配慮、ご協力をいただきま
した。 
 東京大学医科研究所 病理コアラボラトリーの安藤朋子様には本研究に関わる数
多くの組織標本作製にご尽力いただきました。 
 卒業生の大久保優さん、若田愛加さん、城山智貴さんには本研究で使用した組換
え HSV の作製を始め、本研究の基盤を築いていただきました。 
 東京薬科大学 分子生化学研究室の柳茂先生には本研究を東京大学医科学研究所
で遂行できるようご配慮いただいただけでなく、多くのご指導を賜りました。 
 東京薬科大学 ゲノム病態医科学研究室の深見希代子先生、心血管医科学研究室
の伊東史子先生には博士課程の指導教員をご担当いただき、多くのご指導を賜りま
した。 
 札幌医科大学 医学部付属フロンティア医科学研究所 分子医科学部門の山口美樹
先生には数多くのマテリアルに関してご支援いただきました。 
 濱田洋文先生には研究の世界へと導いていただきました。 
 兄弟や両親には精神的にも経済的にも支えていただきました。 
 
 最後に、ここに名前を挙げさせていただいた方々だけではなく、私を支えてくだ
さった全ての方に心よりの感謝の意を込めて謝辞とします。 
